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Purpose: The purpose of this study was to evaluate the osteogenic differentiation potential of human mes-
enchymal stem cells during serial subculture. 
Materials and Methods: Human bone marrow-derived MSCs were serially subcultured and then maintained
in basal or osteogenic medium for 14 days. Then we performed FAC analysis, RT-PCR, alkaline phosphatase
activity and stains.
Results: Human MSCs had different morphologies, immunophenotypes, and growth rates that were correlat-
ed with the length of serial subculture. The phenotype changed from small spindle-shaped cells at passage 1
into large cuboidal or flattened cells at passage 7. The osteogenic capacity of human MSCs decreased during
serial subculture. Using RT-PCR, the mRNA levels of bone-specific genes, such as cbfa1/runx2 and osteocal-
cin, decreased with increasing passage number. Strong positive staining was observed for ALP and Alizarin reds
in osteogenic medium on day 14, but declined significantly with increasing passage number. 
Conclusion: We have shown that osteogenic potential of human MSCs decreased during serial subculture.
This result can provide the helpful information to decide the timing of human MSC transplantation during in
vitro culture expansion for treatment of bone defects and so on.
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서 론
성체 줄기세포 (adult stem cell)는크게 조혈
모 줄기세포(hematopoietic stem cell; HSC)
와 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell;
M S C ) 로 나눌 수 있는데, 조혈모줄기세포는 적
혈구, 면역세포, 혈소판등의 혈구세포로 분화할
수 있는 세포이며, 중간엽줄기세포는 골아세포,
연골세포, 지방세포, 근육세포, 신경세포등으로
분화 할 수 있는 세포로 알려져 있다1 2 ). 성체줄
기세포는 자가이식을 통해 면역적인 문제를 줄일
수 있으며, 골수와같은 이미 성장한 신체조직으
로부터 추출한 세포를 이용함으로써 윤리적 논쟁
에서 벗어날 수 있다는 장점이 있어 관심의 대상
이 되고 있다2 , 5 ). 성체줄기세포 중 중간엽 줄기세
포는 실제 의학에서 필요로 하는 조직의 재생을
가능하게 할 뿐 아니라 이식된 후 각 조직의 특성
에 맞게 분화할 수 있는 능력을 지니고 있으나,
실제 조직 재생이나 치료에 필요한 충분한 양의
중간엽 줄기세포를 확보하는데 어려움이 있어 증
식력을 향상시키기 위한 다양한 연구들이 보고되
고 있다8 , 1 3 ).
또한, 중간엽줄기세포는 연령, 성별, 세포의
농도, 그리고계대 배양의 정도 등 여러 가지 조
건에 의해 증식과 분화 등의 세포 성질들이 영향
을 받는다는 몇몇 보고들이 있으나, 아직은논란
의 여지가 많은 상태이다. 공여자의성별에 따른
세포 성질은 크게 영향을 받지 않는 것으로 보고
되었으나, 공여자의연령에 따른 세포 성질의 차
이에 대해서는 상반된 결과가 보고 되었다. 즉,
동물의 경우에는 연령에 따라 성장 동역학
(growth kinetics)과골아 세포로의 분화 등이
영향을 받는다고 보고되었으나, 사람의경우에는
상반된 결과로 인해 아직 확실한 결론을 맺지 못
한 상황이다1 , 4 , 7 ). 
계대 배양에 따른 중간엽 줄기세포의 성질 변화
에 관한 연구를 살펴보면, 중간엽줄기세포는 반
복적인 계대 배양에 의해 증식률의 감소와 형태적
변화를 관찰할 수 있는데1 1 ), 이는계대 배양 시
분주한 세포의 농도에 따라서도 영향을 받는다고
한다. Mets와V e r d o n k9 )은 저농도 (low densi-
ty) 분주를통해 중간엽 줄기세포를 크기가 작고
방추형 형태를 가진 세포와 크고 넓적한 형태를
가진 세포로 나누었으며, 후자보다전자의 경우에
세포의 증식이 빠르다고 보고하였다. Colter 등3 )
은 저 농도 분주를 통해 작고 둥근 형태를 가진
세포를 새롭게 보고하였는데, 이세포는 M e t s와
V e r d o n k9 )이 보고한 세포 형태보다 더 증식률이
빠를 뿐 아니라 골아세포, 지방세포, 그리고연골
세포로의 분화 능력도 월등하다고 보고하였다.
Digirolamo 등6 )은 중간엽 줄기세포를 고농도
(high density)로분주할 경우, 반복적인계대
배양에 의해 세포 형태는 동일해지나 ( h o m o g e-
neous), 세포자체의 다분화 (multilineage) 능
력이 떨어진다고 보고하였다. 또한, 계대배양에
따른 중간엽 줄기세포의 분화능에 대한 연구에 따
르면, Conget 와Mi n g u e ll 5 )은 중간엽 줄기세포
의 골아세포로의 분화에서 계대 배양의 영향은 거
의 없으나, 지방세포로의분화에서는 계대 배양이
진행될수록 분화 능력이 감소한다고 보고하였고,
Bruder 등1 )은 중간엽 줄기세포의 계대 배양이
골아세포로의 분화에 미치는 영향은 거의 없다고
보고하였다. 이처럼중간엽 줄기세포의 성질 변화
에 영향을 미치는 다양한 인자들이 보고되고 있지
만, 이러한결과는 중간엽 줄기세포 자체의 생물
학적 이해가 부족한 상황에서 증식이나 분화 등의
생리학적 변화를 설명하긴 힘들다고 사료된다. 따
라서, 중간엽줄기세포의 증식이나 분화에 영향을
미치는 다양한 인자에 계대 배양이 해당되는지의
여부를 확인한 후, 중간엽줄기세포의 생물학적
이해를 도울 수 있는 방안을 마련하고자 하였다. 
따라서, 본연구에서는 중간엽 줄기세포를 일정
한 기간 동안 계대 배양시킬 때 배양 시간, 세포
농도 등을 동일하게 정한 후, 이미알려진 최적화
된 골아세포로의 분화 조건에서 계대 배양에 따른
중간엽 줄기세포의 골아세포로의 분화능의 변화를
알아보고자 하였다.
대상 및 방법
1. 성인중간엽 줄기세포의 계대 배양
인간의 중간엽 줄기세포는 정상 성인 ( 3 3 ~ 6 7
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세, 6명)의장골로부터 채취한 골수 조직으로부터
Percoll gradient methods (Amersham
Pharmacia, Piscataway, NJ, USA)를이용
하여 얻은 후, 기본배양액 (10% 우태아혈청과
1% antibiotic-antimycotic 용액이첨가된
D u l b e c c o’s modified Eagle’s medium-low
glucose (DMEM-LG, Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA))을첨가하여 75 cm2 c u l-
ture flask에서1 0일간 배양시킨 후 90% 이상
바닥에 세포가 자라게 되면 1:3 비율, 즉5 ( 1 05
cells/flask 정도되도록 계대 배양시켰다. 계대
배양을 통해 얻은 각 계대별 중간엽 줄기세포는
액체질소에 냉동 보관한 후 동시에 실험을 진행하
였다.
계대 배양에 따른 중간엽 줄기세포의 특성 변화
를 확인하기 위해 7일간배양한 각 계대별 중간엽
줄기세포는 유세포 분석을 시행하였다. 각계대별
중간엽 줄기세포들을 P B S 로 세척하고, 5 mM
E D T A 를 이용하여 세포를 떼어낸 다음 P B S 에
부유시킨 후 1,200 rpm에서10 분간침전시켰
다. 5(105 cells/ml의농도로 세포를 재부유한 다
음 각각의 항체 (endoglin (CD105), integrin β
1 (CD29), early hematopoietic progenitor
cell marker (CD34), monocyte/macrophage
marker (CD14)) (Ancell corporation, Bay-
port, MN, USA)를20 μl / 1 06 ce l l s의 농도로
첨가하여 45 분간 실온에서 반응시켰다. 대조군
으로는 같은 농도의 anti-mouse monoclonal
(Ancell corporation) 항체들을사용하였다. 반
응시킨 세포들은 FACScan (Becton Dickinson
Instrument, San Jose, CA, USA) 상에서분
석하였다.
또한, 계대배양을 통해 얻은 각 계대별 중간엽
줄기세포의 증식력의 변화를 관찰하기 위해 세포
를 24 well plate에2(104 cells/ml씩분주한 다
음 0, 2, 4, 6일간격으로 D N A 량을 측정하였
다. DNA량은 각 날짜 별로 채취한 중간엽 줄기
세포를 1X TNE (10 mM Tris base, 0.2 M
NaCl, 1 mM EDTA) 완충용액에 부유시켜 세
포 균질액을 만든 후 4℃12,000 rpm에서20 분
간 원심 분리하여 얻은 상층액과 동량의H o e c h s t
33258 용액(25 μg/ μl; Sigma, St. Louis,
MO, USA)을 교반하여 형광 자극 파장 3 6 5
n , 형광발산 파장442 nm에서f l u o r e s c e n c e
microplate reader (Bectone Dickinson,
F r a n c e )를 이용하여 측정하였다.
2. 계대배양에 따른 중간엽 줄기세포의 골아
세포로의 분화능
기본 배양액 (10% 우태아혈청, 1% antibi-
otic-antimycotic 용액이함유된 D M E M - L G )
과 골아세포 분화 배양액 (10 mM β- g l y c-
erophosphate, 100 μM dexamethasone, 50
μg/ml ascorbic acid-2-phosphate (Sigma)가
첨가된 10% DMEM-LG)에 각 계대별 중간엽
줄기세포를 1 4일간 배양하였다. 배양후, 계대배
양에 따른 골아세포로의 분화 정도를 확인하기 위
해 역전사-중합효소 연쇄반응, alkaline phos-
phatase (ALP) 활성도검사, 특이염색등을 시
행하였다. 역전사-중합효소연쇄반응은 각 계대별
중간엽 줄기세포들로부터 RNeasy mini kit
(QIAGEN, Hilden, Germany)를사용하여 분
리한 total RNA 1 μg을 Omniscript kit
( Q I A G E N )를 이용하여 최종 부피를 20 μl로맞
춘 다음 3 7℃에서 9 0분간 반응시킨 후, 95℃에서
5분간 반응시켜c D N A 를 합성하였다. 합성된각
각의 cDNA 2 μl에10 pM의 sense primer와
10 pM의 antisense primer를첨가한 후 T a q
p lymerase kit (QIAGEN)의정해진 용액과
섞어 최종 부피를 50 μl로하여 중합효소 연쇄반
응을 시행하였다. 골아세포의 특이 표지자인
osteocalcin, 제1 교원질, cbfa1/runx2은
G e n e b a n k를 통해 염기 서열을 찾아내어p r i m e r
를 제작, 각각의중합효소 연쇄반응 조건을 잡았
다. 반응이끝나면 반응액 중 10 μl를취하여
1.5% (w/v) agarose gel 전기영동을통해 확인
하였다. 골아세포로분화시킨 각 계대별 중간엽
줄기세포의 ALP 활성도 검사를 위해 2 X
T r y p s i n - E D T A로 세포를 떼어낸 후, 300 μl의
0.1% triton X-100에부유시켜 세포 균질액을
만든 다음 4℃ 12,000 rpm에서20 분간원심 분
리하여 얻은 상층액과 ALP 혼합 용액 ( S i g m a )
을 섞어 3 7℃에서 3 0분간 반응시킨 후 1 N
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N a O H 로 반응을 중단시킨 다음 분광 광도계를
사용하여 405 nm에서흡광도를 측정하였다.
S t a n d a r d로는 p-nitrophenyl phosphate
solution (Sigma)을사용하였고, 세포와동일한
방법을 이용해 측정된 p-nitrophenol product의
흡광도 값을 이용해 계산하였다.
특이염색으로는 Alkaline phosphatase
(ALP) 염색과 Alizarin red 염색을실행하였
다. 골아세포로분화시킨 각 계대별 중간엽 줄기
세포를 methanol/acetone (1:1) 용액으로고정
시킨 후, Alkaline phosphatase 염색은A l ka-
line-Dye mixture (Sigma)를첨가하여 상온에
서 빛을 차단한 채 3 0분간 반응을 시킨 후 2분간
증류수로 세척한 다음 관찰을 하였고, Alizarin
red 염색은2% Alizarin red 용액(pH 4.2;
S i g m a )을 첨가하여 상온에서2 0분간 반응을 시킨
다음 1 5분간 P B S 로 세척한 후 관찰하였다.
Alizarin red 염색은10% cetylpyridinium
chloride monohydrate solution (Acros
Organics, NJ, USA)을이용해 상온에서 3 0분
간 탈색시킨 후 540 nm에서ELISA plate
reader (Bio-rad, Melville, NY, USA)를이
용하여 측정된 값을 정량화하였다.
결 과
1. 성인중간엽 줄기세포의 계대 배양
중간엽 줄기세포가 일차 배양 시기로부터 약 8
일 정도 지나 f l a s k에 90% 이상바닥에 자라면
일정한 간격으로 계대 배양을 시켰다. 그과정 동
안 중간엽 줄기세포의 형태적 변화를 관찰한 결과,
배양 초기에는 크기가 작고 섬유모세포와 유사한
길쭉한 형태로 과립 ( g r a n u l e )이 적지만 계대 배
양에 의해 넓적한 형태로 변하면서 크기도 커지고
과립도 많아지는 것을 확인하였다 (Fig. 1). 유세
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Fig. 1.Phenotypical properties of serially subcultured human mesenchymal stem cells. (A) The phenotype changed
from small spindle-shaped cells at passage 1 (P1) into large cuboidal or flattened cells at passage 7 (P7).  (B)
In flowcytometry, human MSCs have increased in size and contained a large number of granules in correlation
with serial subculture.
A
B
포 분석 결과, 중간엽줄기세포의 양성 표지자로
알려진 CD105 와 C D 2 9는 평균 70% 이상강하
게 염색이 되나 제 5 계대이후 급격히 감소하고,
음성 표지자인 C D 3 4와 C D 1 4는 평균 1.5% 이하
로 염색이 되어 골수에서 추출하여 일차 배양된
중간엽 줄기세포가 계대 배양을 거치면서 특이적
양성 항원들의 발현이 감소한다는 것을 확인하였
다 (Fig. 2). 계대배양을 통해 얻은 각 계대별
중간엽 줄기세포의 증식력은 Hoechst 33258을
이용해 측정된 D N A 량으로 확인하였다. 기본배
양액에 각 계대별로 얻은 중간엽 줄기세포를 6일
간 배양한 후 D N A 량을 비교한 결과, 배양6일
째 제 1, 3, 5, 7 계대의D N A 량이 1 . 3 9±0 . 0 2 ,
1 . 3 5±0.04, 1.32±0.04, 1.22±0.09 μg /μl순으
로 관찰되었다 (Fig. 3). 중간엽줄기세포의
D N A 량이 통계적으로 유의하게 감소하는 것
(p=0.054) 으로보아 계대 배양에 의해 중간엽 줄
기세포의 증식력이 감소하는 것으로 판단되었다. 
2. 계대배양에 따른 중간엽 줄기세포의 골아세
포로의 분화능 확인
계대 배양에 따른 중간엽 줄기세포의 골아세포
로의 분화능의 차이를 확인하기 위해 역전사-중합
효소 연쇄반응, ALP 활성도 검사, 특이염색등
을 시행하였다. 역전사-중합효소연쇄반응을 통해
계대 배양에 따른 골아세포의 특이 표지자의
m R N A 발현 양상을 확인한 결과, 분화14 일째
cbfa1/runx2, osteocalcin 등과같은 골아세포
특이 표지자의 m R N A 발현이 점차 감소하는 것
을 확인하였다(Fig. 4). 분화14 일째골아세포
의 분화 초기 표지자인 ALP 활성도를 측정한 결
과, 제1, 3, 5, 7 계대의ALP 활성도가 0 . 4 4±
0.03, 0.40±0.05, 0.39±0.04, 0.06±0.01 μ
mol pNP/min/μg DNA순으로 관찰되었다
(Fig. 5). 이결과를 통해 ALP 활성도가 계대
배양에 의해 점차 감소하는 것을 확인하였고, 특
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Fig. 2. FACS analysis of serially subcultured human MSCs. In flowcytometry, MSCs were positively stained with
CD105 and CD29 (above 70%) and negatively with CD14 and CD34 (below 1.5%). With increasing passage
numbers, expression of positive markers, CD105 and CD29, significantly decreased after passage 5.
히 제 7 계대에서통계적으로 유의하게 감소하는
것을 확인하였다 (p=0.01). 분화14 일째중간엽
줄기세포의 골아세포로의 분화능을 확인하기 위해
특이염색 (ALP, Alizarin red)을실시한 결과,
대조군인 중간엽 줄기세포에 비해 골아세포로 분
화된 중간엽 줄기세포가 양성으로 강하게 염색이
되었지만, 계대배양에 의해 그 염색 정도가 감소
하는 것을 확인하였다 (Fig. 6). 특히Al i z a r i n
red 염색을정량화한 결과, 제5, 7 계대에서
Alizarin red 염색정도가 통계적으로 유의하게
감소하는 것을 확인하였다 (p<0.05). 
고 찰
현재, 중간엽줄기세포의 골아세포로의 분화는
골 결손 혹은 골다공증 등의 골질환 치료에 응용
될 수 있는 효율적인 방법들을 찾고자 많은 연구
들이 진행되고 있다. 하지만, 실제의학에서 치료
에 적용할 만큼 충분한 양의 골아세포를 얻는 데
는 여러 가지 문제들이 존재한다. 즉, 충분한양
의 줄기세포를 얻는 문제, 자극이나항진제 등의
분화 유도 인자들과 같은 배양 조건의 정립 등이
이에 속한다. 본연구에서 사용된 중간엽 줄기세
포는 이미 성장한 신체조직, 즉골수에서 추출한
것으로 윤리적 논쟁에서 벗어날 수 있고, 자가이
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Fig. 3. Growth pattern of serially subcultured human
MSC in culture. Cultures were started with
20,000 cells per well. The increase in the number
of viable adherent cells was measured by DNA
content. Data represent mean DNA content ±SD
of three experiments performed in duplicate.
DNA contents increased during the culture, but
decreased in correlation with serial subculture
(*<p=0.054, vs. passage 1).
Fig. 4.Semi-quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis of osteogenic MSCs.
The serially subcultured human MSCs were cultured in osteogenic medium for 14days. (A) Equal aliguots of
total RNA were reverse transcribed and amplified with oligonucleotide primers specific for collagen type 1,
cbfa1/runx2, and osteocalcin, respectively. (B) Based on quantification relative to GAPDH, mRNA levels of
the osteoblast gene markers gradually decreased in correlation with serial subculture.
A B
Fig. 5.Analysis of osteogenic MSCs by alkaline phos-
phatase (ALP) activity. During osteogenic differ-
entiation, ALP acitivity increased with time, but
significantly decreased in correlation with serial
subculture (*p=0.01, vs. passage 1).
식을 함으로써 면역적인 문제를 줄일 수 있다는
장점이 있어 다양한 분야에서 이용되고 있으나 충
분한 양의 세포를 얻는데 어려움이 있다. 또한,
다양한 배양 조건하에서 지속적인 계대 배양을 통
해 충분한 양의 세포를 얻을 수 있을지라도 중간
엽 줄기세포의 다분화능이 영향을 받을 수 있다.
따라서 본 연구에서는 중간엽 줄기세포의 골아세
포로의 분화에 사용된 많은 방법들을 토대로 하여
계대 배양에 따른 중간엽 줄기세포의 골아세포로
의 분화능의 변화를 비교하였다. 기존에보고된
계대 배양에 따른 중간엽 줄기세포의 골아세포로
의 분화에 관한 연구들과 차별화한 점은 계대 배
양 과정, 즉배양시간, 세포농도, 배양액교체
등을 일정하게 유지시킨 다음 계대 배양을 통해
얻은 각 계대별 중간엽 줄기세포를 액체질소에 냉
동 보관한 후 동시에 분화 유도 및 분석을 시행하
였다는 것이다.
실험 결과, 중간엽줄기세포가 배양 초기에는
크기가 작고 섬유모세포와 유사한 길쭉한 형태로
과립이 적지만 계대 배양을 거치면서 크고 넓적한
형태로 변하면서 과립이 많아지는 것을 확인하였
고, 증식력역시 계대 배양에 의해 점차 감소하는
것을 확인하였다. 또한, 계대배양에 따른 중간엽
줄기세포의 골아세포로의 분화능도 차이가 있음을
확인하였다. 역전사중합효소 연쇄반응을 통해 골
아세포의 특이 표지자인cbfa1/runx2, osteocal-
c i n등의 mRNA 발현이 계대 배양에 의해 점차
감소하는 것을 확인하였고, ALP 활성도 역시 계
대 배양에 의해 유의하게 감소하는 것을 확인하였
다. 또한, 특이염색(ALP 나 Alizarin red) 결
과에서도 분화가 진행될수록 A L P 와 A l i z a r i n
r e d가 강하게 염색이 되는 반면, 계대배양에 의
해 그 염색 정도가 점차 감소하는 것을 확인하였
다. 이는중간엽 줄기세포의 골아세포로의 분화에
서 계대 배양의 영향을 받지 않는다는 Conget &
M i n g u e l l의 보고5 )와 계대 배양에 따른 중간엽
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Fig. 6. Analysis of osteogenic MSCs by histochemical staining. The serially subcultured human MSCs were cultured
for 14 days in basal medium or osteogenic medium. Fixed cells were stained with ALP or Alizarin red
reagents and photographed. During osteogenic differentiation, ALP (A) and Alizarin red (B) staining were sig-
nificantly decreased in correlation with serial subculture (*p<0.05, vs. passage 1). The intensity of Alizarin red
staining was determined by optical density measurement. The fold induction is expressed relative to control
cultures (mean ±SD). 
A
B
줄기세포의 골아세포로의 분화능에는 차이가 거의
없다는 B r u d e r등의 보고1 )와 일치하지 않는다는
것을 알 수 있다. 계대배양에 따른 중간엽 줄기
세포의 증식과 분화능은 계대 배양 과정에 관련된
여러 조건에 의해 영향을 받을 것으로 사료되나,
기존에 발표된 연구에서는 계대 배양 과정에 관한
자세한 내용이 언급되지 않아 쉽게 결론을 지을
수 없는 상황이다.
또한, 중간엽줄기세포가 telomerase 형질도
입1 3 ), 세포외기질8 ), 그리고기타 성장 인자 처리
등의 다양한 방법을 통해 제한된 증식력을 향상시
키는게 가능하나, 반복적인계대 배양에 의해 분
화능이 영향을 받는다고 보고되었다. 이는중간엽
줄기세포 자체의 생물학적 이해가 부족한 상황에
서 다양한 방법을 이용하여 충분한 양의 세포를
얻는다 하더라도, 계대배양에 의해 야기되는 분
화능의 감소를 해결하지 못한다는 것을 보여준다. 
본 연구에서도 중간엽 줄기세포를 일정한 간격
으로 계대 배양시켜 얻은 각 계대별 중간엽 줄기
세포의 증식력과 골아세포로의 분화능의 변화를
확인한 결과, 제5 계대이후 중간엽 줄기세포의
증식력과 분화능이 점차 감소하는 것을 확인하였
다. 앞으로계대 배양에 따른 중간엽 줄기세포의
골아세포로의 분화능의 감소와 관련된 인자에 대
한 연구를 통해 중간엽 줄기세포의 증식 및 분화
능에 관한 생물학적 이해를 돕고자 한다.
결 론
일정한 간격으로 계대 배양을 시켜 얻은 각 계
대별 중간엽 줄기세포는 제 5 계대 이후 세포 자
체의 증식력뿐만 아니라 골아세포로의 분화능이
유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 이를
통해 계대 배양이 증식과 분화와 같은 중간엽 줄
기세포의 성질 변화에 관여하는 다양한 인자들 중
하나라고 사료된다. 나아가in vitro상에서의연
구나 임상적으로 골 결손등의 치료를 위한 중간엽
줄기세포의 이식 등을 위해 필요한 중간엽 줄기세
포의 골아세포로의 분화능을 최대로 이끄는데 중
요한 정보가 될 것이라 사료된다.
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